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松针 多 糖 对 小 鼠 腹 腔 巨星 细胞 免疫 调节 作用 的 研究 
RO 2 RHE” 上 官 新 晨 ! oe El 郑 国 栋 ! EXE” 
(1. 江 西 省 天 然 产 物 与 功能 食品 重点 实验 室 ， 江 西 农业 大 学 食品 科学 与 工程 学 院 ， 南 昌 
330045; 2. 江 西 工业 贸易 职业 技术 学 院 粮 食 工 程 系 ， 南 昌 330038) 

摘 要: 本 试验 由 在 研究 松针 多 糖 对 正常 状态 及 脂 多 糖 LPS) 刺激 状态 下 小 鼠 腹 腔 巨 噬 细 
胞 的 免疫 调节 作用 。 试 验 采 用 不 同 浓度 的 松针 多 糖 作用 于 正常 的 和 经 LPS 刺激 的 小 鼠 腹 腔 
巨 噬 细胞 ， 设 空白 对 照 组 (加 入 100 uL RPMI-1640 培养 基 ) 、 阳 性 对 照 组 (加 入 100 uL 终 
浓度 为 5 ng/mL HI LPS) ~ MEZIRE (分别 加 入 100 pL25、50、100、200 ug/mL 的 松针 
多 糖 》 和 LPS+ 松 针 多 糖 组 (加 入 与 松针 多 糖 组 相同 浓度 的 松针 多 糖 和 终 浓度 为 5 g/mL 的 
LPS， 液 体 终 体 积 为 200 uL) . WES (MTT)》 比 色 法 检测 细胞 活力 ， 中 性 红 吞 叭 试验 检测 
ERARE, Griess 法 检测 一 氧化 氮 (NO) 的 分 泌 量 ， 酶 联 免 疫 吸 附 测定 (ELISA) 
q EM EWEN AS E LIA AMENE- CIL-1B) 、 肿 瘤 坏 死因 子 -u (TNF-a) 、 白 细 
> 胞 介 素 -10 CIL-10) 的 分 泌 量 。 结 果 表 明 : 1) IE AIRAA, MEE HEA E AE 
相对 增殖 率 均 显著 或 极 显著 提高 (P<0.05 或 P<0.01) ，50、100 和 200 ug/mL 松针 多 糖 组 
巨 哈 细胞 中 性 红 吞 哈 率 显著 或 极 显著 提高 (P<0.05 或 P<0.01) ， 各 LPS+ 松 针 多 糖 组 巨 噬 细 
四 胞 中 性 红 知 只 率 均 极 显著 提高 CP<0.01) ，200 ug/mL 松针 多 糖 组 巨 唉 细胞 NO 分 泌 量 极 显 
e 著 提 高 (P<0.01) , 50, 100 和 200 ug/mL HAEE Hi2 Be TNF-a 和 IL-18 分 泌 量 显著 
= 或 极 显著 提高 (P<0.05 BK P<0.01) , 50, 100 和 200 pg/mL EtA PE E R IL-10 44% 
量 极 显著 降低 (P<0.01) . 2) 与 阳性 对 照 组 相 比 ， 各 松针 多 糖 组 巨 噬 细 胞 相对 增殖 率 均 极 
显著 降低 (P<0.01) , 100 和 200 ng/mL LPS+ 松 针 多 糖 组 巨 噬 细 胞 中 性 红 吞 只 率 极 显 著 升 高 
(P<0.01), 50, 100 和 200 ug/mL LPS+ 松 针 多 糖 组 巨 哈 细胞 NO 分 泌 量 极 显著 提高 C(P<0.01 ) ， 
各 LPS+ 松 针 多 糖 组 巨 哈 细胞 TNF-a 分 泌 量 显著 或 极 显著 提高 CP<0.05 或 P<0.01) ，50、 
100 和 200 pg/mL LPS+ 松 针 多 糖 组 巨 噬 细 胞 IL-1B 分 泌 量 显著 或 极 显著 提高 (P<0.05 或 
P<0.01) , 100 和 200 hg/mLLPS+ 松 针 多 糖 组 巨 噬 细 胞 IL-10 分 泌 量 极 显著 降低 CP<0.01) 。 


由 此 可 见 , 松针 多 糖 通过 发 挥 其 促 炎 作用 调节 巨 哈 细 胞 的 免疫 功能 ,进而 增强 机 体 抗 疾病 的 
能 力 。 
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畜牧 养殖 业 为 了 预防 疾病 , 现 如 今 大 多 在 饲料 中 添加 抗生素 或 兽药 来 提高 畜 禽 对 疾病 的 
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抵抗 力 ， 这 也 导致 了 药物 残留 ， 对 食品 安全 和 人 类 健康 造成 潜在 危害 。 随 着 畜牧 养殖 业 的 发 
展 以 及 人 们 对 食品 安全 的 日 益 重 视 ， 研 制 能 增强 机 体 免 疫 力 、 提 高 抗 病 力 的 绿色 饲料 添加 剂 
成 为 当今 研究 的 热点 。 植物 多 糖 是 从 天 然 的 植物 中 提取 的 一 种 生物 活性 物质 ， 试 验证 明 ， 许 
多 植物 多 糖 都 具有 促进 免疫 细胞 功能 、 提 高 巨 哈 细 胞 活性 等 多 种 生物 学 功能 , 动物 饲料 中 添 
加 一 定量 的 植物 多 糖 能 提高 机 体 的 免疫 力 、 抗 感染 能 力 并 改善 其 生产 性 能 由 ,是 一 种 理想 的 
绿色 环保 的 添加 剂 。 松 针 为 松 科 裸 子 植物 ， 是 松树 的 针 形 叶 ， 也 是 松树 的 药 用 代表 成 分 ， 含 
丰富 的 营养 物质 和 活性 成 分 。 松 针 多 糖 是 从 松针 中 提取 的 植物 多 糖 ， 有 降 血 糖 趾 、 降 血脂 1、 
抗 氧 化 外 等 多 种 生理 活性 。 目 前 国内 外 对 松针 多 糖 的 提取 纯化 及 抗 氧化 有 较 多 的 研究 56)， 
但 对 其 免疫 调节 作用 研究 很 少 ， 吕 梦 云 等 中 研究 发 现 ， 松 针 多 糖 能 提高 肉鸡 的 免疫 功能 和 生 
长 性 能 。 因 此 ， 本 试验 采用 小 鼠 腹腔 巨 吹 细 胞 为 模型 ， 考 察 松 针 多 糖 对 正常 状态 及 脂 多 糖 
Clipopolysaccharide, LPS) 过 度 激活 状态 巨 噬 细 胞 的 活性 和 免疫 调节 作用 ， 为 研究 天 然 新 
= 型 蔡 代 抗生素 的 饲料 添加 剂 产 品 以 及 促进 松针 资源 在 动物 生产 中 的 应 用 提供 理论 依据 。 
“os 1 材料 与 方法 
1.1 试验 设计 
昆明 (Km) 小 鼠 ， 清 洁 级 ，4~6 周 龄 ，18~22 g， 上 肉 性 ， 购 于 江西 中 医药 大 学 实验 动物 
ao 中 心 。 实 验 动物 质量 合格 证 号 : JZDW No. 2014-0183. B Hammer 等 四 的 方法 提取 并 培养 
i 2N BR ELIE E Mais 2H A 0 向 小 鼠 腹腔 中 注射 2.9% FFE CRA AEM, 1 d 后 将 小 鼠 脱 白 处 死 , 75% 
= 酒精 浸泡 5 min, 把 小 鼠 腹部 朝 上 固定 于 板 上 , 剪 开 小 鼠 腹 部 皮肤 , 暴露 腹膜 。 无 菌 注射 5 mL 
< 预 冷 RPMI-1640 培养 基 [ 含 10% 胎 牛 血清 (fetal bovine serum,FBS)、100 U/mL 的 青霉素 、100 
ug/mL 的 链 霉 素 ], 轻柔 腹部 5 min, 吸 出 腹腔 液 , 1 000 r/min 离心 5 min, 弃 上 清 ,用 RPMI-1640 
培养 基 重 悬 ， 计 数 ， 调 整 细胞 至 所 需 密度 。 将 巨 噬 细 胞 悬 液 接种 于 96 孔 板 中 ， 每 孔 100 uL, 
置 二 氧化 矶 (CO) 培养 箱 中 培养 4h 至 完全 贴 壁 ， 吸 弃 上 清 ， 使 用 RPMI-1640 培养 基 洗 涤 
2 次 ， 去 除 未 贴 壁 细 胞 ， 即 得 到 纯化 的 腹腔 巨 噬 细 胞 。 巨 唉 细胞 纯化 后 进行 试验 分 组 ， 共 分 
4 组 ， 每 组 设置 3 重复 ， 有 具体 分 组 如 下 。 空 白 对 照 组 : 加 入 100 pL RPMI-1640 培养 基 ; BH 
性 对 照 组 : 加 入 100 uL 终 浓度 为 5 ng/mL 的 LPS; 松针 多 糖 组 : 加 入 100 uL 不 同 浓度 (25、 
50、100、200 ng/mL) MIE HH; LPS+ 松 针 多 糖 组 : 加 入 与 松针 多 糖 组 相同 浓度 的 松针 多 
糖 进行 预 脚 6h 后 ， 加 入 终 浓 度 为 5 pg/mL 的 LPS， 液 体 终 体积 为 200 uL- 
1.2 ”试验 材料 
松针 多 糖 ， 南 京 景 竹 医 药 科技 有 限 公 司 ， 纯 度 90%; RPMI-1640 培养 基 ， 美 国 Gibco 
An]; FBS: 以 色 列 Biological Industries 公司 ; WHER ARIA. UME (thiazolyl blue 
tetrazolium bromide,MTT) 、 中 性 红 、 二 甲 基 亚 硕 (dimethyl sulfoxide, DMSO), 1R ASK RA 
Bl; 琉 基 乙酸 肉 汤 、LPS， 美 国 Sigma 公司 ; 一 氧化 所 (NO) 试剂 盒 ， 江 苏 匠 云天 生物 技 
术 有 限 公 司 ; 白细胞 介 素 -1B Cinterleukin 1 beta,IL-1B) 、 肿 瘤 坏死 因子 -w (tumor necrosis 
factor, TNF-a) 、 白 细胞 介 素 -10 (interleukin 10,IL-10) 酶 联 免疫 吸附 测定 (enzyme-linked 


= 


immunosorbent assayELISA) 试 剂 盒 ， 美 国 RayBiotech ZF]. Multiskan MK3 酶 标 仪 、3121 
型 CO 培养 箱 ， 美 国 Thermo Electron 公司 ; 3110 Series 开 超 净 工作 台 ， 新 加 坡 Streamline 
Laboratory AF]; 低速 离心 机 ， 上 海安 亭 科 学 仪器 厂 ;， XD-202 倒置 生物 显微镜 ， 南 京 江南 
永 新 光学 公司 。 
1.3 测定 方法 
1.3.1 松针 多 糖 对 小 鼠 腹 腔 巨 叹 细 胞 代谢 活力 的 测定 MTT 法 ) 
细胞 按 5x105 个 /mL 接种 于 96 孔 板 ， 按 1.1 方法 进行 分 组 处 理 ，37 °C. 5% COMA 
24h 后 每 孔 加 入 5 mg/mL 的 MTT 20 uL, 继续 培养 4h， 弃 上 清 , 每 孔 加 150 ALDMSO， 轻 
轻 振荡 约 10 min 使 其 完全 溶解 ， 酶 标 仪 570 nm 波长 下 测 其 吸光 度 值 。 
细胞 相对 增殖 率 (%) = 试验 组 吸光 度 值 /空白 对 照 组 吸光 度 值 》x100。 

1.3.2 ”松针 多 糖 对 小 鼠 腹腔 巨 噬 细 胞 吞噬 能 力 的 测定 (中 性 红 法 ) 

细胞 按 5x105 个 /mL 接种 于 96 孔 板 ， 按 1.1 方法 进行 分 组 处 理 ，37 "C、5% COD 孵育 24 
h 后 弃 上 清 , 每 孔 加 1% 中 性 红 溶 液 100 uL, SA 30 min 后 用 磷酸 缓冲 溶液 (phosphate buffered 
saline,PBS) 洗 涤 3 次 ， 每 孔 加 200 pL 细胞 裂解 液 ( 等 体积 无 水 乙醇 与 乙酸 混合 液 ) ，4 °C 冰 
箱 静 置 过 夜 ， 酶 标 仪 540 nm 波长 下 测 其 吸光 度 值 。 
TRK (P) =〔 试 验 组 吸光 度 值 /空白 对 照 组 吸光 度 值 〉x100。 
1.3.3 ”松针 多 糖 对 小 鼠 腹腔 巨 噬 细 胞 NO 分 泌 量 的 测定 (Greiss 法 ) 
胞 按 2x105 个 /mL 接种 于 96 孔 板 中 ， 按 1.1 方法 进行 分 组 处 理 ，37 °C. 5% CO: 孵育 
48 h 后 每 孔 取 50 uL, Z NO 试剂 盒 操 作 。 每 孔 分 别 加 Greiss A 和 Greiss B 试剂 S0 uL, Be 
标 仪 于 540 nm 处 测定 其 吸光 度 值 。 根 据 亚 硝 酸 钠 NaNO) 标准 曲线 换算 为 亚 硝酸 根 离子 

(NOx) 浓度 ， 间 接 反映 NO 分 泌 量 。 

1.3.4 REPS PER) BR HE SAH fd IL-10、TNEF-au、IL-1B 分 泌 量 的 测定 

细胞 按 2x105 个 /mL 接种 于 96 孔 板 中 ， 按 1.1 方法 进行 分 组 处 理 ，37 *%C、5% CO Sie 
48 h 后 收集 上 清 液 ，1 000 rmin 离心 20 min， 取 上 清 。 操 作 严 格 按照 试剂 盒 说 明 书 进行 。 具 
体 步 又 如 下 : 每 孔 加 入 100 pL 测定 稀释 剂 RDIW; 每 孔 加 入 100 pL 标准 品 、 样 品 或 对 照 。 
室温 孵育 2 h， 抽 吸 、 洗 涤 4 次; 每 孔 加 入 200 pL 复合 溶液 ， 室 温 孵 育 2 h， 抽 吸 、 洗 涤 4 
次 ; 每 孔 加 入 200 uL YAK. EG, ASI A 20 min; 每 孔 加 入 50 uL 终止 液 ，30 min 
内 在 450 nm 处 读数 。 
1.4 统计 分 析 

采用 DPS 数据 处 理 系统 Duncan 氏 新 复 极 差 多 重 比较 法 进行 数据 统计 分 析 。 
2 结 果 
2.1 松针 多 糖 对 小 鼠 腹腔 巨 吹 细 胞 代谢 活力 的 影响 

从 表 1 中 可 知 ， 松 针 多 糖 对 小 鼠 腹腔 巨 噬 细 胞 代谢 活力 有 增强 作用 ， 对 空白 照 组 相 比 ， 
各 松针 多 糖 组 巨 噬 细 胞 相对 增殖 率 均 显著 或 极 显 著 提 高 CP<0.05 或 P<0.01) ， 且 50~200 
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ug/mL 时 呈 剂 量 依赖 性 ， 但 各 松针 多 糖 组 巨 噬 细 胞 相对 增殖 率 均 极 显 著 低 于 阳性 对 照 组 
(P<0.01) 。 


表 1 松针 多 糖 对 小 鼠 腹 腔 巨 噬 细 胞 代谢 活力 的 影响 


Table 1 Effects of polysaccharides from pine needles on metabolize viability of mouse peritoneal 


macrophages % 

组 别 浓度 相对 增殖 率 
Groups Concentration/ (ug/mL) Relative proliferation rate 
空白 对 照 组 Blank control group 100.0046.43 
阳性 对 照 组 Positive control group 156.56+4.68Aa 

25 118.82+6.352? 
松针 多 糖 组 Polysaccharides from 50 116.13+5.198C 
pine needles group 100 118.39+43.185> 

200 124.0944.478> 


二 


同 列 数据 肩 标 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 (P<0.05) ， 不 同 大 写字 母 表示 差异 极 显 
(P<0.01) ， 相 同 或 无 字母 表示 差异 不 显著 CP>0.05) 。 下 表 同 。 


In the same column, values with different small letter superscripts mean significant difference 


(P<0.05), and with different capital letter superscripts mean significant difference (P<0.01), while 
with the same or no letter superscripts mean no significant difference (P>0.05). The same as 
below. 
2.2 AEE BEX AR E E R A HL eM REJI KIR 

从 表 2 中 可 知 ， 与 空白 对 照 组 相 比 ，50、100 和 200 pg/mL PEt & PEH Ee A HH E T 
吞噬 率 显 著 或 极 显著 增强 〈P<0.05 或 P<0.01) ， 且 呈 剂 量 依赖 性 ，LPS+ 松 针 多 糖 组 巨 噬 细 
胞 中 性 红 吞 哈 率 均 极 显著 高 于 空白 对 照 组 (P<0.01), 但 与 阳性 对 照 组 相 比 , 100 和 200 pg/mL 
LPS+ 松 针 多 糖 组 巨 喉 细 胞 中 性 红 甜 噬 率 极 显著 升 高 (P<0.01), 200 pg/mL LPS+ 松 针 多 糖 组 巨 
哈 细 胞 中 性 红 吞 哈 率 最 高 。 

表 2 松针 多 糖 对 小 鼠 腹 腔 巨星 细胞 知 哈 能 力 的 影响 


Table 2 Effects of polysaccharides from pine needles on phagocytosis capacity of mouse 


Ul 


peritoneal macrophages % 
组 别 浓度 中 性 红 吞噬 率 
Groups Concentration/ (ug/mL ) Neutral red phagocytic rate 
空白 对 照 组 Blank control group 100.00+1.61Be 
阳性 对 照 组 Positive control group 141.55+1.41°° 
松针 多 糖 组 Polysaccharides from 25 104.69+6.20DEde 


pine needles group 50 109.98+2.69PE4 


LPS+ 松 针 多 糖 组 
LPS+polysaccharides from pine 
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2.3 ”松针 多 糖 对 小 鼠 腹 腔 扎 
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WA HL NO 分 泌 量 的 影响 
AR 3 中 可 知 ， 与 空白 对 照 组 相 比 ， 各 松针 多 糖 组 均 能 提高 


113.97+3.53P4 

114.55+1.41P4 
144.60+11.11 
149.88+46.39>8C 
158.92+1.23ABab 


167.49+6.53Aa 


ERRAU NO 分 泌 量 


250 pg/mL 松针 多 糖 组 极 显 著 提高 (P<0.01); 与 阳性 对 照 组 相 比 , 50、100 和 200 pg/mL LPS+ 


松针 多 糖 组 巨 叭 细胞 NO 分 泌 量 极 显 著 提 高 (P<0.01) 。 


表 3 松针 多 糖 对 小 鼠 腹 腔 巨 噬 细胞 NO 分 泌 量 的 影响 


Table 3 Effects of polysaccharides from pine needles on NO secretory volume of mouse 


组 别 


Groups 


peritoneal macrophages 


浓度 


Concentration/ (ug/mL ) 


一 氧化 氮 分 泌 量 


NO secretory volume 


空白 对 照 组 Blank control group 


阳性 对 照 组 Positive control 


group 


松针 多 糖 组 Polysaccharides from 


pine needles group 


LPS+ 松 针 多 糖 组 
LPS+polysaccharides from pine 


needles group 


25 


50 


100 


250 


25 


50 


100 


250 


2.4 松针 多 糖 对 小 鼠 腹腔 巨 


从 表 4 中 可 知 ， 与 空 E 


14.788 9+2.117 OF 


98.388 945.097 24 


19.644 442.036 7DEf 
19.777 840.481 1PEf 
26.711 143.671 7DEef 
34.711 142.775 62 

99.777 843.548 64 

116.166 746.614 4Be 
130.333 346.508 58 


148.666 744.639 8^3 


WNAE IL-10, TNF-a, IL-18 分 泌 量 的 影响 
对 照 组 相 比 ，50、100 和 200 pg/mL 松针 多 糖 组 巨 队 细胞 TNF-a 


MI IL-18 分 泌 量 显著 或 极 显著 提高 (P<0.05 BK P<0.01) ， 且 呈 剂 量 依 赖 性 ，50、100 和 200 


ug/mL 松针 多 糖 组 巨 史 细 胞 IL-10 分 泌 量 极 显 著 降低 (P<0.01) , 
对 照 组 相 比 ，25~200 ug/mL LPS+ 松 针 多 糖 组 


了 


日 呈 剂 量 依赖 性 。 与 阳性 


叭 细胞 TNF-a 分 泌 量 显著 或 极 显 著 提 高 


(P<0.05 或 P<0.01) ， 且 呈 剂 量 依赖 性 ，50、100 和 200 ug/mL LPS+ 松 针 多 糖 组 巨 吻 细 胞 


IL-1B 分 泌 量 显著 或 极 显著 提高 (P<0.05 或 P<0.01) ; 100 和 200 ug/mL LPS+ 松 针 多 糖 组 
BEZH HE IL-10 分 泌 量 极 显 著 降低 (P<0.01) 。 


[OI 


T3 


表 4 PRET BENT) UE E R? 


胞 TNF-a. IL-16 和 IL-10 分 泌 量 的 影响 


Table4 Effects of polysaccharides from pine needles on TNF-a, IL-1B and IL-10 secretory 


volume of mouse peritoneal macrophages pg/mL 
浓度 肿瘤 坏死 因子 -a 细胞 介 素 -1B 分 ” 白细胞 介 素 -10 分 
组 别 Concentration JWE WE wE 
Groups / Cug/mL) TNF-a secretory IL-1B secretory IL-10 secretory 
volume volume volume 
空白 对 照 组 Blank control 78.55+1.93™ 126.21+1.24Esg 
group 147.7744.29ABChed 
阳性 对 照 组 Positive control 258.14+2.43Dd 422.5845.244 
group 222.35+43.72™ 
25 87.65+2.20F8h 134.27+1.43Fle 128.19+3.97BCDed 
松针 多 糖 组 Polysaccharides 50 106.46+3.05FFe 150.94+0.99F! 95.6942.20 «et 
from pine needles group 100 119.18+2.085* 181.32+1.15P° 60.4842. 172¢ 
200 135.6942.20F¢ 194.76+1.14P¢ 45.90+2.87P! 
25 285.7644.10° 430.7642.3404 197.5644.04ABab 
LPS+ 松 针 多 糖 组 
50 306.7145.558C¢ 449 6845.2 1 BCbe 167.5641 .54A5Cabe 
LPS+polysaccharides from pine 
100 334.3345.73A8> 464.73+4.02ABb 131.10+4.62BCDed 
needles group 
200 361.00+4.73Aa 491.40+5.56Aa 117.56+2.19BCDede 


3 讨 论 


炎症 反应 是 PHE 


重要 的 免疫 细胞 和 炎症 
疫 的 重要 组 成 部 分 ， 有 


要 的 机 体 防 御 过 程 ， 涉 及 机 体 汽 


5 动 的 许多 环节 ， 其 


gir 


MERE ERARA 


HANNO FN. 


MTT 法 是 一 种 快速 简 
MTT 法 能 准确 的 反映 
不 增殖 ， 而 紫色 结晶 物 的 生成 不 仅 与 台 
通过 MTT 法 证 明了 甘 遂 柄 
巨 哈 细 胞 代谢 MTT 的 活力 从 而 增强 


多 糖 能 显著 上 调 腹 腔 


fd, ERA 
F 多 功能 ， 包 括 对 外 来 微 和 9 
RIAA. Fr. HEB AA? 


E 反 应 中 起 着 习 


细胞 、 中 性 粒 细 胞 等 ) 的 激活 是 炎症 反应 的 启动 环节 中。 


要 的 人 f 


便 地 检测 细胞 的 增殖 率 和 细胞 毒 怕 


巨 哈 细胞 


胞 的 增殖 能 力 。 但 小 鼠 腹 腔 


APT) Bee BR? 


胞 的 十 分 习 


E 


功能 之 一 ， 


老 、 畸 变 的 细胞 而 提高 


标 09。 巨 吹 细 胞 对 病原 体 等 抗原 性 异物 的 识别 是 通过 展 


BLAS ASSURE 79). AER 


中 免疫 细胞 ( 巨 只 
巨 哈 细 胞 广泛 分 布 于 体内 ， 是 一 类 
F 用 09。 巨 噬 细 胞 是 先天 性 细胞 免 
EW Alia. ise. Alba Aare) 的 防御 
| 胞 表面 受 体 、 胞 内 介质 和 至 关 重 


的 方法 。 赵 嘉 惠 等 02 研 究 表明 ， 


| 胞 ， 在 体外 几乎 


aT Ke 


炙 能 增强 小 鼠 淋 巴 细胞 的 代谢 活力 ， 增 强 淋巴 


胞 数量 有 关 , 还 与 细胞 活性 呈正 比 03， 而 颜 晓 静 等 上 
胞 活性 。 故 松针 


巨 吹 细 胞 的 活性 , 发 挥 其 促 炎 作用 。 


E 力 


ui} 


E Ts FH JL SES IE RZA BD i ER AS 2 E A E 
(fe He EW HL TG A 


的 一 个 重要 指 


模式 识别 受 体 直接 识别 茶 些 病 


China ny Ade BAI 
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原 体 或 其 产物 所 共有 的 高 度 保守 的 特定 分 子 结构 免疫 球 和 蛋白 G(immunoglobulin GIgG)、Fc 
SZ (Fe recepter) 和 补体 受 体 识别 IgG 或 补体 结合 的 病原 体 。 巨 吻 细 胞 和 病原 体 等 抗原 性 
异物 结合 后 ， 经 过 吞噬 和 吞 饮 作用 将 病原 体 等 吸收 进入 细胞 内 成 为 吞噬 体 。 在 吞噬 体内 ， 可 
以 通过 氧 依赖 和 氧 非 依赖 的 杀菌 系统 消灭 病原 体 00。 本 试验 结果 显示 ， 松 针 多 糖 能 增强 正 
常 及 LPS 激活 状态 下 小 鼠 腹 腔 巨 噬 细 胞 的 吞 只 能 力 ， 推 测 其 可 能 是 通过 某 个 分 子 结构 或 生 
物 学 机 制 , 促进 巨星 细胞 表面 的 模式 识别 受 体 和 病原 体 或 凋 亡 细胞 表面 的 特定 分 子 结 构 相 结 
合 ， 从 而 增强 巨 唉 细胞 的 吞噬 功能 ， 提 高 动物 机 体 抗 疾病 感染 能 力 。 
NO 是 一 种 多 功能 的 介质 , 参与 了 大 量 的 生理 和 病理 过 程 , 包括 保护 胃 肠 道 、 免 疫 细 胞 、 
单 核 细 胞 和 巨 哈 细胞 受到 如 病原 体 及 微生物 (如 LPS、 内 源 性 细胞 因子 等 ) 刺激 时 会 表达 诱 
导 型 一 氧化 氮 合 酶 inducible nitric oxide synthase,iNOS) 从 而 产生 大 量 NOU8。NO 是 巨 哈 细胞 
发 挥 吞噬 作用 的 基本 条 件 ， 随 着 NO 分 泌 量 的 逐步 升 高 ， 巨 噬 细 胞 吞噬 能 力也 增强 ， 抗 疾病 
= 能 力 随 之 增强 091。 
: TNF-a 是 一 种 由 单 核 细胞 、 巨 哗 细 胞 和 T 细胞 产生 的 细胞 因子 ， 是 由 病原 体 、 木 糖 本 
T 和 相关 物质 诱导 产生 , 在 骨 代谢 和 炎症 性 疾病 中 发 挥 重 要 作用 。TNEF-o 在 宿主 防御 中 也 起 着 
= 重要 的 作用 , ‘eae Pn i LF i A A AY HA HE ERT, 是 一 种 
l 炎症 关键 因子 2o, mY fe ERARIS IL-18, 从 而 增强 巨 噬 细 胞 活性 并 扩大 炎症 反应 。IL-1B 
是 由 活化 的 巨 哈 细胞 和 单 核 细 胞 产生 的 多 功能 细胞 因子 ， 它 能 与 白细胞 介 素 -1 (IL-1) 受 体 
结合 ， 并 被 认为 是 炎症 中 不 可 或 缺 的 一 种 ， 它 能 促进 其 他 许多 的 细胞 因子 [如 白细胞 介 素 -6 
(IL-6) 、 白 细胞 介 素 -8 IL-8) 及 TNF-o 的 分 泌 P0，TNEF-a 及 IL-1p WIR, ER 
胞 和 体液 免疫 的 功能 越 强 ， 小 鼠 的 抗 病 能 力 越 强 。IL-10 是 由 巨 蜂 细胞 ， 淋 巴 细胞 及 其 他 细 
胞 产生 的 一 类 抗 炎 性 细胞 因子 ， 是 与 白细胞 介 素 -12 〈IL-12) 的 产生 和 Thl 型 免疫 应 答 相关 
的 抑制 剂 221。 它 参与 免疫 细胞 、 炎 症 细 胞 、 肿 瘤 细 胞 等 多 种 细胞 的 生物 调节 ， 在 多 种 疾病 
中 发 挥 重 要 作用 P3， 开 -10 的 大 量 分 泌 能 抑制 炎症 的 产生 ， 从 而 使 巨 噬 细 胞 发 挥 负 向 免疫 调 
节 人 作用。 巨星 细 胞 的 正 向 免疫 调节 作用 主要 靠 其 吞 哈 功 能 及 分 泌 一 些 细胞 因子 (IL-1、IL-6 
及 TNF-o 来 实现 的 ， 而 NO 的 生成 能 增强 其 吞噬 能 力 叫 。 本 试验 结果 表明 ， 在 一 定 浓 度 范 
围 内 松针 多 糖 能 抑制 巨 吹 细胞 释放 换 炎 细胞 因子 IL-10， 故 松针 多 糖 增强 巨 唆 细 胞 的 吞噬 能 
力 ， 促 进 其 产生 促 炎 细胞 因子 TNF-a、IL-1B 及 NO 从 而 发 挥 其 促 炎 作 用 。 
王 翔 岩 等 5 研究 表明 ， 植 物 多 糖 类 化 合 物 通过 激活 巨星 细胞 吞 哈 能 力 ， 增 加 促 炎 细 胞 
因子 和 NO 等 的 分 泌 ， 从 而 增强 其 免疫 调节 作用 。 刘 艳 艳 等 上 发现 ,黄芪 多 糖 复方 制剂 可 以 
显著 提高 胸腺 、 法 氏 襄 指数 ， 促 进 白细胞 介 素 等 细胞 因子 的 分 泌 从 而 增强 肉鸡 的 免疫 力 。 
Hashimoto 等 2 也 发 现 裂 禧 菌 B- 葡 聚 糖 可 促进 NO 的 合成 与 分 泌 ， 均 与 本 试验 结果 相符 。 单 
核 - 巨 唉 细胞 可 以 吞 吻 病 原 体 ， 杀 伤 、 清 除 病毒 和 细菌 等 ， 也 可 以 通过 分 泌 细胞 因子 、 趋 化 
因子 等 介 导 和 促进 炎症 反应 ， 增 强 机 体 的 抗 疾病 能 力 P3， 故 松针 多 糖 能 增强 动物 对 疾病 的 
抵抗 力 。 


BH 


此 ， 本 试验 以 小 鼠 腹 腔 巨 噬 细 胞 为 模型 ， 研 究 了 松针 多 糖 对 巨 噬 细 胞 代谢 活力 、 吞 噬 
能 力 及 产生 NO. IL-1B. TNF-a. IL-10 能 力 的 影响 。 试 验 结 果 表 明 ， 不 同 浓度 的 松针 多 糖 
均 能 促进 正常 状态 下 小 鼠 腹 腔 巨星 细胞 产生 NO， 当 其 浓度 大 于 25 hg/mL 时 能 增强 巨 唉 细 
胞 的 吞噬 能 力 ， 促 进 TNF-a A IL-18 的 分 泌 量 。 高 浓度 (100 和 200 hg/mD) 的 松针 多 糖 能 显 
著 抑 制 IL-10 分 泌 量 ; 不 同 浓度 的 松针 多 糖 均 能 协同 LPS 释放 大 量 TNF-a。 当 松针 多 糖 浓度 
大 于 50 ng/mL 时 ，LPS+ 松 针 多 糖 组 能 显著 地 增强 巨 噬 细 胞 吞噬 能 力 ， 促 进 巨 噬 细 胞 释放 
NO 和 促 炎 因子 TNF-a、IL-1B， 抑 制 IL-10 的 产生 ， 并 呈 剂 量 依赖 性 。 故 松针 多 糖 能 发 挥 促 
炎 作用 而 调节 巨 唉 细胞 的 免疫 功能 。 在 通常 状态 下 , 通过 对 正常 状态 巨 噬 细 胞 的 刺激 增强 巨 
哈 细 胞 的 促进 炎 性 反应 , 提高 机 体 的 抗 病 能 力 , 由 此 表明 松针 多 糖 对 疾病 有 一 定 的 预防 作用 。 
这 为 松针 多 糖 在 饲料 添加 剂 中 的 进一步 研究 商定 了 一 定 的 理论 基础 。 

4.45 论 
松针 多 糖 可 抑制 巨星 细胞 产生 抗 炎 细 胞 因子 蕊 -10， 并 通过 增强 巨 噬 细 胞 的 代谢 活力 、 
蒙 能力， 增加 NO 和 促 炎 细胞 因子 TNF-a F IL-18 的 分 泌 量 而 增强 机 体 的 免疫 力 ， 从 而 提 
高 机 体 抵 抗 疾 病 的 能 
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Immunoregulation Effects of Polysaccharides from Pine Needles on Mouse Peritoneal 
Macrophages 
DAI Yi!? XU Mingsheng' SHANGGUAN Xinchen! JIANG Yan! ZHENG Guodong! 
WANG Wenjunl 
(1. Jiangxi Key Laboratory of Natural Products and Functional Food, College of Food Science 
and Engineering, Jiangxi Agricultural University, Nanchang 330045, China; 2. Jiangxi Vocational 
Technical College of Industry &Trade, Nanchang 330008, China) 
Abstract: This experiment was conducted to explore the immunoregulation effects of 
polysaccharides from pine needles on normal and LPS stimulated mouse peritoneal macrophages. 
Different concentrations of polysaccharides from pine needles were used in normal and LPS 
stimulated mouse peritoneal macrophages. The blank control group was added 100 uL 
RPMI-1640 medium, the positive control group was added 100 uL LPS which the final 
concentration was 5 g/mL, the polysaccharides from pine needles groups were added 100 uL of 
25, 50, 100, 200 g/mL polysaccharides from pine needles, and the LPS+polysaccharides from 
pine needles groups were added the mixture of the same concentration as polysaccharides from 
pine needles groups and LPS solution which the final concentration was 5 ug/mL and the final 
volume of the liquid was 200 uL. The thiazolyl blue tetrazolium bromide (MTT) assay was used 
to tested the cell viability, and the macrophages phagocytic ability was tested by neutral red 
phagocytosis experiments, the secretory volume of nitrous oxide (NO) was measured by Griess 
reaction, the secretory volumes of interleukin-1B (IL-1B), tumor necrosis factor-a (TNF-a) and 
interleukin-10 (IL-10) in culture supernatants were measured by enzyme-linked immunosorbent 
method (ELISA). The results showed that: 1) compared with the blank control group, the relative 
proliferation rate of macrophages was significantly increased in all polysaccharides from pine 
needles groups (P<0.05 or P<0.01), the neutral red phagocytic rate of macrophages was 
significantly increased in 50, 100 and 200 ug/mL polysaccharides from pine needles groups 
(P<0.05 or P<0.01), the neutral red phagocytic rate of macrophages was significantly increased in 
all LPS+polysaccharides from pine needles groups (P<0.01), the NO secretory volume of 
macrophages was significantly increased in 200 ng/mL polysaccharides from pine needles group 
(P<0.01), the TNF-a and IL-1B secretory volumes of macrophages were significantly increased in 


50, 100 and 200 g/mL polysaccharides from pine needles groups (P<0.05 or P<0.01), the IL-10 


secretory volume of macrophages was significantly decreased in 50, 100 and 200 pg/mL 
polysaccharides from pine needles groups (P<0.01). 2) Compared with the positive control group, 
the relative proliferation rate of macrophages was significantly decreased in all polysaccharides 
from pine needles groups (P<0.01), the neutral red phagocytic rate of macrophages was 
significantly increased in 100 and 200 LPS+polysaccharides from pine needles groups (P<0.01), 
the NO secretory volume of macrophages was significantly increased in 50, 100 and 200 pg/mL 
LPS+polysaccharides from pine needles group (P<0.01), the TNF-a secretory volume of 
macrophages was significantly increased in all LPS+polysaccharides from pine needles groups 
(P<0.05 or P<0.01), the IL-1B secretory volume of macrophages was significantly increased in 50, 
100 and 200 ug/mL LPS+polysaccharides from pine needles groups (P<0.05 or P<0.01), the IL-10 
secretory volume of macrophages was significantly decreased in 100 and 200 ug/mL 
LPS+polysaccharides from pine needles groups (P<0.01). It is concluded that polysaccharides 
from pine needles can play a role in proinflammatory, thereby regulate the immune function of 
macrophages, thus enhancing the ability of anti-disease. 
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